
















Les  cultures  de  BHK  21  en  batch  et  en  continue  on  confirmé  que  le  système  construit  est 
applicable pour des cultures de cellules animales en lit fluidisé. L’hydrodynamique du lit donne 



















auch  für die Kultur  tierischer Zellen auf Fliessbett  funktioniert. Die Hydrodynamik des Bettes 
ergibt  eine  verlandungsgeschwindigkeit  des  Carrier  CytolineTM2    von  47  cm/min.  Die 
Ausweitung  des  Bettes  muss  zwischen  1.5  und  1.7  sein,  denn  Agglomeration  und  carrier 
verschwindungs Probleme können sonst auf der Fläche erscheinen. Die Korrelation zwischen 
dem  Oxygen  verbraucht  und  die  Quantität  von  lebenden  Zellen  ist  möglich.  Die  maximale 
Konzentration von Zellen erreicht ist von 1.4 106 und 1.5 106 Zellen pro Millimeter von carrier 















































La  croissance  de  la  demande  de  protéines  thérapeutiques  vaccins,  et  anticorps 
monoclonaux  produits  par  culture  de  cellules  animales  impose  le  développement  de 
nouveaux ou meilleurs systèmes pour l’augmentation de l’efficacité des procédés de culture 
cellulaire  et  l’étude  des  caractéristiques  des  nouvelles  souches.  Le  réacteur  à  lit  fluidisé 
(Fluized  Bed  Reactor,  FBR)  en  continu  pourrait  être  une  solution  au  problème  de 
productivité,  en  augmentant  la  quantité  maximale  de  cellules,  et  de  purification,  en 
intégrant  la  séparation  des  cellules  directement  pendant  la  production,  rétention  des 
cellules grâce à l’immobilisation sur support. La récupération du produit en continu permet 
la production de protéines  instables  à  la  température de procédé,  sans  avoir de  grandes 
pertes de l’activité de ces produits. 
1.1 Objectifs 
La  construction du  système de  culture  cellulaire  en  lit  fluidisé  est un  des objectifs de  ce 
projet.  La  réalisation  du  système  doit  être  accomplie  en  tenant  compte  de  tous  les 
paramètres physiques et mécaniques qui peuvent entrer en  jeu pendant  la préparation du 
système  et  la  culture  en  continu,  tout  en  respectant  les  conditions  de  stérilité.  La 



















Au  début  du  vingtième  siècle,  la  Standard  Oil  Company,  la  plus  grande  entreprise  de 
raffinerie au monde, utilisait  la distillation et  le cracking thermique pour raffiner  le pétrole 
brut en différents produits ; par exemple,  le kérosène,  les  lubrifiants et  les benzines. A  la 
même  époque  la  Standard  réalisait  aussi  des  recherches  pour  trouver  des  méthodes 




développement  d'une meilleure  unité  de  "craquage".  Au même  moment  en  Europe,  les 
technologies  avancées  en  réactions  catalytiques  commençaient  à  être  utilisées  pour 
transformer le charbon en huile. 
En  1936,  un  procédé  appelé,  Houdry  Process,  a  été  développé.  Ce  système  utilisait  un 
catalyseur en lit fixe pour « craquer »le pétrole. Dans ce processus, le catalyseur était sujet à 




besoin  de  dire,  que  la  Exxon  Research  (une  descendante  de  la  Standard Oil)  pensait  de 
pouvoir faire un processus meilleur. 
En 1938,  la Exxon Research  rejoignait  le plus grand consortium des sociétés de pétrole et 
procédé  pour  développer  davantage  le  processus  de  « cracking »  catalytique.  Ils  ont 
finalement eu l'idée d'un lit mobile de catalyseur. 
Le lit mobile fut appelé « fluidisé », car le mouvement et les propriétés sont analogues aux 




La première  installation de production utilisant  le  concept de  lit  fluidisé pour  le  cracking 
catalytique du pétrole fut mise en marche le 25 mai 1942 [1]. 
Le  réacteur  à  lit  fluidisé  fut  utilisé  pour  différents  applications  chimiques.  Les  réactions 














Les  cellules  animales  peuvent  être  vues  comme  des  catalyseurs  biologiques  qui 
transforment  des  réactifs,  sucres,  acide  aminés,  protéines,  …,  en  produits,  protéines 
thérapeutique, enzymes, anticorps. Pourquoi donc ne pas utiliser un  système à  lit  fluidisé 
pour les processus biotechnologiques ? 
Le  réacteur  à  lit  fluidisé  est  une  combinaison  entre  les  deux  principaux  systèmes  de 












• le phénomène d’attrition des particules  supports par  frottement permanent entre 
elles est possible dans certaines conditions, ce qui cause une diminution progressive 













et augmentant  la densité de  cellules, par  contre  la difficulté majeure est  le maintien des 
conditions stériles pendant toute la culture. Un autre avantage est la possibilité de faire des 
études  de  recherche  des  caractéristiques  et  des  paramètres  optimaux  pour  la  souche 
utilisée. En effet,  la connaissance des valeurs en entrée du  réacteur et à  la  sortie permet 
























causée par  l’entrée de  l’air peut provoquer des  forces de cisaillement qui met  les cellules 
sous stress en engendrant l’apoptose ou la nécrose par effet de l’éclatement des bulles à la 
surface des carrier. 


























Les  matrice  d’adhérence  présents  à  la  surface  est  composé  de  polymères    naturels  ou 
synthétiques.  La présence de  ces polymères et  la  structure à  trois dimensions des  carrier 
mime  la situation  in vivo des cellules, tissue  like system. Le contact entre cellules dans  les 
macropores de certains carrier et  la formation de dérivé de matrice extracellulaire crée un 
microenvironnement optimal pour  les cellules qui résulte en  la présence  locale de facteurs 
de  croissance  et  autres  importants  constituants  qui,  une  fois  combinés,  provoquent  une 
augmentation de la productivité spécifique, de la densité des cellules et donc de la quantité 
de  produit.  Les  cellules  aiment  bien  être  en  compagnie  et  discuter  entre  elles  via  des 
signaux biochimiques [4]. 
On  peu  se  représenter  chaque  particule  comme  un  microréacteur  dans  lequel  un 
microenvironnement  spécifique  se  crée.  Dans  un  bioréacteur  la  somme  de  toutes  ces 
colonies de cellules indépendantes forment la demande en nutriment et la productivité. Ce 
concept montre la facilité pour exécuter des augmentations d’échelle de production, scale‐
up. En  connaissant  la quantité de cellules par particule, on peut  jouer avec  le volume du 
réacteur et  la quantité de carrier pour atteindre  la concentration de cellules  souhaitée.  Il 
faut se rendre compte qu’il y a toujours des limites techniques. 






Les  carrier  fournissent  une  surface  adéquat  pour  la  croissance  des  cellules  animales  et 
augment  le rendement des cellules per rapport au procédé standard de culture de cellules 
nécessitant une  surface.  L’application  inclut  la production de  grands quantité de  cellules, 













phase  mitotique,  isolation  des  cellules,  étude  des  membranes,  stockage  et  transport  de 
cellules, essais  associés  au  transfert de  cellules et  aux études de  transfert de  substances 
marquées. 
La  valeur  élevée  du  rapport  surface/volume  offert  par  les  carrier  fournis  des  hauts 









Une  autre  propriété  des  carrier  est  de  protéger  les  cellules  des  forces  de  cisaillement 
associiées à l’agitation et au flux de fluidisation, spécialement à grande échelle. Les cellules 
























CytolineTM  sont  principalement  hydrophobe  du  HDPE  avec  une  composante  hydrophile 
dérivant du silicate. 
 















• La  taille,  la  densité  et  la  macroporosité  optimisée  pour  faciliter  la  fluidisation  et 


































L’hydrodynamique  du  lit  fluidisé  est  très  importante  pour  réussir  à  caractériser  les 
paramètres idéals du processus. 
Pour un  lit de particules donné,  l’état de  la suspension change en fonction de  la vitesse de 




• aux très faibles vitesses du fluide,  les particules sont  immobiles, aucune fluidisation 
ne se produit 
• à une  vitesse Umf, appelée  vitesse minimale de  fluidisation,  les particules bougent 
légèrement et se mettent en suspension. La suspension reste homogène sous cette 
condition 
• au  fur  et  à  mesure  que  la  vitesse  de  fluidisation  augmente,  l’agitation  de  la 
suspension devient de plus en plus violente. Cette agitation est produite par  le flux 
ascendant,  elle  peut  devenir  turbulente  lorsque  la  vitesse  de  fluidisation  est  trop 
élevée 
• quand  on  dépasse  la  vitesse  terminale  de  chute  libre  des  particules  (Ut),  celles  ci 
quittent le lit fluidisé avec le courant ascendant. 
 
La  base  mathématique  de  la  caractérisation  hydrodynamique  du  lit  fluidisé  est  issue  de 
l’équation  empirique  de  Richardson &  Zaki  qui mettent  en  relation  la  porosité  du  lit  en 
fonction de la vitesse superficielle du liquide. [7] 
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Le  rapport  entre  la  hauteur  initiale  du  lit  et  la  hauteur  opérationnelle  est  un  paramètre 
important qui varie avec la masse volumique et la viscosité du liquide. 
Les hauteurs pendant ce projet auront comme unité des centimètres. 
Le réarrangement de  l’équation 1 avec  l’équation 2 donne une formule exploitable pour  la 
caractérisation et la modélisation de l’installation étudiée.  
 































Une  des  étapes  principales  de  ce  projet  est  la  construction,  adaptation,  du  système  de 









Le  principe  de  base  de  ce  type  de  processus  est  le  partage  entre  les  cellules  et 
l’environnement  stressant  du  milieu  de  culture  (système  de  rétention).  Les  cellules  se 
trouvent dans  le FBR, où  l’environnement est doux et  l’ajout des  substrats arrive dans  le 
STR, où  l’agitation mécanique  crée  les  conditions  idéales de mélange et de  transfert des 
gazes  dans  le  milieu.  Les  deux  réacteurs  sont  connectés  entre  eux  afin  d’amener  les 
substances nutritives aux  cellules et éliminer  les produits qui dérangent  la  croissance. Ce 
système donne la possibilité de mesurer la concentration d’oxygène dans le milieu avant et 










































































Figure  9:  pièces  principales  pour  la  réalisation  du  système  de  culture  FBR‐STR,  1:  réacteur  à  lit  fluidisé  (FBR) ;  2 : 
Bioréacteur à cuve agité (STR) Sartorius ; 3 : tête du STR avec tiges pour recirculation, entrée de l’air, maintien du niveau 
et agitation ; 4 : tête du FBR ; 5 : pompe péristatique pour le flux de recirculation dans le lit ; 6 : sample port ; 7 : tuyau 



















6. Introduire  la toile an acier de retiens des carrier dans  la sortie du FBR vers  le STR, voir 
Figure 10 
7. Connecter  les  différents  tuyaux,  marqués  en  rouge  dans  le  schéma  Figure  11, 









































4. Introduire  dans  l’installation  le  volume  désiré  de  milieu  préparer  en  avance  comme 





























Le  sous  chapitre  résultats  et  discussion  montre  les  résultats  de  la  caractérisation  de 



































































confirme  l’avantage  d’utiliser  des  carrier  à  la  place  des  roller  bottle  ou  des  T‐flask.  Le 






5  litres avec des  roller bottles.  Le  rapport volume/quantité de  cellules est beaucoup plus 
avantageux,  par  rapport  à  l’espace,  avec  les  carrier.  Le  volume  maximal  de  carrier 
correspond à  la moitié du volume du  réacteur à  lit  fluidisé. Donc un  réacteur FBR de 500 
millilitres de volume utile qui peut contenir 250 millilitres de carrier peut produire la même 
quantité de cellules que 1.3 mètres cubes de roller bottle. 
Le problème  rencontré avec  l’utilisation des carrier dans un  lit  fluidisé est principalement 
qu’une partie des carrier sont entrainés vers  la sortie du  lit  fluidisé à une vitesse débitant 
supérieur à 12 cm/min qui correspond à un taux d’expansion d’environ 1.7. 











l’installation  montrée  dans  ce  chapitre.  La  caractérisation  du  lit  est  nécessaire  afin  de 
pouvoir  connaître  les  réglages de débit possible pour  commencer une  culture.  Le  test de 
stérilité  confirme  que  l’installation  peut  être  stérilisée  à  l’autoclave  avec  les  précautions 
nécessaires et qu’elle est hermétique. La perspective principale est d’étudier  la possibilité 


















La  culture  en  batch  permet  de  connaitre  mieux  le  comportement  des  cellules  avec  ce 
système de culture. Le développement des caractéristiques de la souche et du lit pendant la 





pour  la préparation de  la culture et  la détermination des valeurs analytiques utilisés pour 
étudier le comportement des cellules dans les carrier avec un lit fluidisé. 
La quantité de carrier utilisé pendant cette culture est de 50 ml. La souche adhérente Baby 
Hamster Kidney 21  (BHK 21), HES‐SO Valais,  Sion est utilisé pendant  la  culture.  Le milieu 
GMEM  4mM  L‐Glutamine,  5%  FCS  et  10  ml/L  Pen/Strep  donne  les  nutriments  pour  la 


















l’installation  FBR‐STR.  Les  différentes  constantes  de  consommation  et  production  sont 
déterminées. Les valeurs brutes de la culture se trouvent en annexe [A2]. 
 
Figure  17 :  évolution  des  concentrations  de  cellules,  glucose,  glutamine,  acide  lactique  et  ammoniaque  pendant  la 
culture en batch de BHK 21 dans l’installation FBR‐STR en fonction du temps de culture 
 
La  Figure  17 montre  l’évolution  en  fonction  du  temps  de  culture  des  concentrations  de 
cellules, glucose, glutamine, acide lactique et ammoniaque. Les concentrations initiales de la 




par  rapport  à  la  grande production d’ammoniaque qui pourrait  causer des problèmes en 
tant qu’inhibiteur de croissance, selon  la  littérature 67 % d’inhibition de  la croissance à 2 
mM  d’ammoniaque  [8].  L’ammoniaque  est  produite  par  les  voies  métaboliques  où  la 
glutamine est transformée et par dégradation thermique de la glutamine dans  le milieu de 
culture.  La  consommation  de  glutamine  évolue  en  parallèle  avec  la  production 














































































































Où dS/dt et dP/dt  sont  les  taux d’utilisation de  substrat  respectivement de  formation de 
produit et Nv la quantité de cellules vivants. Pendant la culture la quantité de cellules varie 






















Cette  intégrale représentes  l’aire sous  la courbe de croissance (N vs temps) du temps zéro 
jusqu’à  chaque  point  de  temps,  la  méthode  des  trapèzes  est  utilisé  pour  déterminer  la 
valeur  de  l’aire.  Les  taux  spécifiques  peuvent  être  déterminés  de  la  pente  du  graphe 



































pendant  la phase de croissance maximale  les cellules utilisent  les deux sources de charbon 
et énergie de  façon équivalente. Les  taux de consommation des  substrats comparés avec 
[11]  diffèrent  de  quelques  dixièmes.  La  littérature  donnent  des  valeurs  maximales  de 
consommation  de  1.9  μmol/  106  cellules  par  heure  et  0.4  μmol/  106  cellules  par  heure 
respectivement pour  le glucose et  la glutamine. La valeur du taux de consommation de  la 
glutamine est prise à une concentration de glucose de 0.28 mM qui ne correspond pas à la 
concentration de  la  culture en question.  Les  résultats proche de  la  littérature  confirment 
que le système est adapte pour ce genre de cellules. Les taux de production des métabolites 
sont aussi comparables du point du vue de l’ordre de grandeur. Par rapport à la littérature 




























des produit est engendré vers  la  fin de  la culture. Une  légère phase de  latence est visible 




Les  taux  spécifiques  déterminés  pendant  la  phase  exponentielle  de  la  culture  en  batch 














Selon  l’équation 8 , développée pendant  le travail de semestre [5], en connaissant  le débit 























x [106viable cells]  Frec [L/h]  ΔpO2 [%]  qO2 [mmol/106cells h]
4.00E+00  8.3  2.3  0.009 
6.50E+01  12.4  9.4  0.004 
7.30E+01  24.8  4.4  0.003 
 
Le Tableau 5 montre  les  taux spécifiques de consommation calculé et  les valeurs pour  les 
déterminer  grâce  à  l’équation  8.  Les  valeurs  de  la  littérature  [11]  varie  entre  0  et  0.008 
mmol O2/(10
6  viable  cells  x  h)  pour  des  concentrations  en  glucose  entre  25  et  0.3 mM. 
L’influence  de  la  concentration  en  glucose  est  remarquable,  ce  qui  pourrait  expliquer  la 
différence  entre  les  valeurs  calculés. Une  autre  explication  pourrait  être  la  précision  par 
rapport à  la différence des mesures de pO2, plus  la différence est petit plus  l’erreur de  la 




















L’étude  de  l’hydrodynamique  du  lit  pendant  la  culture  permet  de  définir  que  le  taux 






La  Figure 18 montre  le  lit de particules aggloméré et donc une mauvaise  fluidisation des 
carrier s’est avéré. La culture a été arrêté Le procédée en continu n’a pas pu s’effectué. 
Des  problèmes  de  formation  de mousse  dans  le  réacteur  à  cuve  agité  sont  survenus.  La 
mousse avait rejoint presque le niveau maximal de capacité du réacteur. 
3.4 Conclusion et perspectives 
La  culture  en  batch  de  BHK  21  avec  l’installation  à  lit  fluidisé  a  donné  des  valeurs  de 
caractérisation du système par  rapport au  réglage du  taux d’expansion. L’expansion du  lit 
doit être supérieure à 1.5. Le volume de travail du système doit être diminué à 2.2 litres au 
lieu de 2.4  litres pour diminuer  les problèmes de niveau de mousse. L’ajout de substances 
anti  mousse  n’est  pas  pris  en  considération  car  il  pourrait  changer  les  valeurs 
métabolitiques,  déjà  évalués,  de  la  souche.  Les  valeurs  de  culture  de  la  souche  BHK  21 































feed  [L/h] ;  S0 :  concentration  substrat dans  le  feed  [g/L] ;  x :  10













































































































remplacer  le  rapport  substrat/  oxygène  par  le  rapport  produit/oxygène  et  (S0‐S)  par  la 
concentration du produit désiré. L’équation du débit de feed en fonction du produit donne : 
 











dans  le  feed  va  être  la moitié  de  celle  du   milieu  initial,  la  diminution  de  sérum  devrait 
diminuer la formation de mousse et tester l’adaptation des cellules. La possibilité d’éliminer 









(BHK  21),  HES‐SO  Valais,  Sion  est  utilisé  pendant  la  culture.  Le  milieu  GMEM  4mM  L‐
Glutamine,  5%  FCS  et  10  ml/L  Pen/Strep  donne  les  nutriments  pour  la  croissance  des 
cellules et diminue la possibilité de contamination pas voulues. Le feed est composé GMEM 
4mM L‐Glutamine, 2.5% FCS et 10 ml/L Pen/Strep , la concentration de sérum dans le feed  
est diminué par  rapport au milieu  initial. Le volume  total de culture est de 2.2 L.  Le  taux 






















La  Figure  20 montre  l’évolution  en  fonction  du  temps  de  culture  des  concentrations  de 
cellules,  glucose,  glutamine,  acide  lactique  et  ammoniaque.  La  culture  en  continu  à 
commencé le jour trois. Des problèmes avec les sondes pO2 n’ont pas permis le réglage du 
feed par rapport à  la différence de concentration d’oxygène entre entrée et sortie du FBR. 
Le  débit  du  feed  a  été  réglé  selon  l’équation  9  en  prenant  comme  substrat  limitant  le 
glucose et en utilisant  la quantité de cellules déterminé selon  [A1]. Le calcule du débit du 





















































































aient consommé  le glucose plus vite car  il   était  la seule source de charbon et énergie. La 
concentration de  cellules au début de  la  culture  subit une  chute énorme, des problèmes 




observation a été découverte seulement à  la  fin de  la culture. Au moment de  l’arrêt de  la 
fluidisation du  lit, seulement  le tiers en bas du  lit a fait virer  le milieu de rouge à  jaune. La 
déduction logique est que seulement l’endroit avec la présence de cellules acidifie le milieu 




suspension  ce  qui  explique  la  diminution  de  la  concentration  de  cellules  dans  les  carrier 
après  le  jour  six.  Le  traitement  des  résultats  est  fait  que  pour  les  premiers  six  jours  de 
culture. 













3.3  0.9  5.4  1.1 
2.1  0.5  3.4  0.6 
2.1  0.4  3.6  0.5 
 

































Les  valeurs  obtenues  indiquent  que  le  débit  du  feed  devrait  être  réglé  par  rapport  à  la 
production d’ammoniaque et d’acide lactique. 
 
Pendant  la  culture  des  essais  à  circuit  fermé  à  travers  le  FBR,  sans  oxygénation, ont  été 
effectués. L’évolution de la diminution de la concentration d’oxygène dans le temps, Annexe 
4 [A4], et la quantité de cellules présente au moment de l’essai donnent des valeurs de taux 












batch  déterminées  grâce  à  la  différence  de  concentration  d’oxygène  entre  l’entrée  et  la 
sortie du FBR. Selon la littérature [11] à des concentrations de glucose supérieures à 2 mM 
le  taux  de  consommation  spécifique  d’oxygène  est  beaucoup  plus  faible  qu’à  des 
concentrations inférieures à 1 mM. 
Une  bonne  maintenance  des  sondes  pO2  et  l’élimination  de  l’accumulation  des  carrier 














introduits  dans  le  réacteur  à  lit  fluidisé.  L’explication  pourrait  être  que  des  microbulles, 
formées  par  le  débit  de  recirculation  élevé,  taux  d’expansion  jusqu’à  1.8,  s’accroche  au 



















































La  Figure 23 est un  agrandissement de  la  Figure 22 de deux  fois.  La  surprise est que  les 
cellules se trouvent réunies dans les carrier en formant des colonies, amas. La morphologie 
des cellules est étonnamment  ronde. Un vrai effet d’adhérence, provoquant  le spreading, 
n’est  pas  obtenue.  La  carence  de  polymères  biologiques  comme  le  collagène  ne  fait  pas 





dans  l’installation  a  donnée  des  résultats  exploitables  pour  la  poursuite  du  travail.  Des 
modifications, comme l’ajout d’un vase d’expansion, pourrait aider pour réussir à atteindre 
des  hautes  concentrations  en  cellules.  L’étude  de  la  morphologie  des  cellules  par 














Le  système  conçu  est  opérationnel  pour  les  cultures  de  cellules  animales  en  lit  fluidisé. 




caractérisation  de  la  souche  BHK  21  montre  que  les  conditions  dans  le  lit  fluidisé  sont 
favorables, si un réglage soigné est effectué. 
La concentration  initiale d’ammoniaque dans  la culture en continu montre  la dégradation 
thermique  de  la  glutamine  pendant  la  stabilisation  du  système  avant  l’inoculation.  Ce 
problème  peut  être  résolu  en  ajoutant  la  quantité  nécessaire  de  glutamine  juste  avant 
l’inoculum. 
Les modifications et  les réparations du  lit  fluidisé ont pris beaucoup de temps pendant ce 
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et  les  protocoles  des  analyses  effectués  pour  la  détermination  de  la  quantité  et  de  la 
morphologie  de  cellules  dans  les  carrier,  la  concentration  de  glucose,  glutamine,  acide 
lactique et ammonium. Les protocoles d’analyses du glucose, acide  lactique, glutamine et 
ammoniaque ont été développé en interne à la HES‐SO Valais, Sion. 
Siliconization  avec  SigmacoteTM  des  partie  en  verre  a  contact  du  milieu  de  culture  dans 
l’installation FBR‐STR (Sigma Aldrich protocole) 
La  siliconization des  surfaces en verre évite  l’adhérence des  cellules aux  réacteurs et aux 
parties en verre. 
1. La surface de verre que doit être siliconizée doit être nettoyée et sèche. 













6. Effectuer  la  filtration  stérile  du  milieu  avec  un  filtre  Nalgene  0.22  μm  dans  une 
bouteille stérilisée au préalable 
7. Stocker la solution à 4°C à l’abri de la lumière jusqu’à l’utilisation 





























1. préparer  une  quantité  de  cellules  de  2  x  106  cellules  par  millilitre  de  carrier 
sédimenté dans un T‐Flask 
2. trypsiniser les cellules et ajouter un volume de milieu frais convenant 
3. conditionner  les  carrier  dans  le  spinner  pendant  au  moins  30  minutes  avec  un 
volume 5 fois supérieur au volume des carrier 
4. mettre  les cellules dans  le spinner, avec  les carrier après avoir enlevé  le  liquide de 
stérilisation des carrier 
5. mettre  le  spinner  à  incuber  37  °C,  5%  CO2  pendant  environ  5  heures  en  agitant 
gentiment chaque 30 min 




Note :  le  volume  de  liquide  5  fois  supérieur  à  ce  des  carrier  permet  une  meilleur 
sédimentation en évitant l’effet de tension de surface à la surface du liquide 
Détermination de la quantité de cellules dans les carrier [6] 































La morphologie et  la taille des cellules sur dans  les carrier sont  identifiés par fluorescence. 
La  calcein  acetoxymethyl  (AM)  est  une  molécule  hydrophobe  qui  travers  librement  la 
membrane des plasmique et c’est un substrat pour les estérase. Ces enzymes dégradent la 
calceine en un produit fluorescent vert er hydrphile ce qi ne lui permet plus de ressortir des 
















La détermination de  la  concentration de glucose et acide  lactique est  faite par HPLC.  Les 





































































































1)   ܰܪସା ൅ ܱܪି ՞  ܰܪଷ ൅ ܪଶܱ 
 
L’équilibre entre  l’ammoniaque et  le  ion ammonium dépend du pH de  la solution dans  la 
quelle  se  trouvent.  Dans  une  solution  acide  (où  les  protons  sont  abondants)  la  forme 
ammonium est prioritaire. A partir d’un pH de 9.2 la réaction se déplace vers la gauche. 
 
2)   ܰܪଷ ൅ ܰܽܥ݈ܱ ՜ ܰܪଶܥ݈ ൅ ܱܰܽܪ 
 
3) ݄ܲé݊݋݈ ൅ ܰܪଶܥ݈ ൅ ܱܰܽܪ ՜ ݌ െ ܽ݉݉݅݊݋݌݄é݊݋݈ ൅ ܰܽܥ݈ ൅ ܪଶܱ 
 
4) 2 ݌ െ ܽ݉݉݅݊݋݌݄é݊݋݈ ൅ 2 ݄ܲé݊݋݈ ൅ ܱଶ ՜ 2 ܫ݊݀݋݌݄é݊݋݈ ൅ 2ܪଶܱ 
 
L’ion  ammonium  réagit  avec  le  phénol  et  l’hypochlorite  sous  l’aide  du  nitroprusside  qui 
catalyse pour arriver à une coloration bleu donné par  l’indophénol. Le test colorimétrique 






























































La  glutaminase  de  Escherichia  coli  SIGMA  G  5382  est  utilisée  dans  ce  test,  elle  est 
commercialisé sous 10 unités. Faire des aliquotes de 10 U/ml, dans une solution tampon 0.2 
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